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I N T R O D U Ç Ã O
M u i to s  m i c r o r g a n i s m o s  p o d e m  o b t e r  a  e n e r g i a  n e c e s s á r i a  p a r a  
o s  p r o c e s s o s  b i o s s i n t é t i c o s ,  tendo  co m o  ú n i c a  fon te ,  c o m p o s t o s  co m  
d o i s  á t o m o s  de  c a r b o n o ,  c o m o  p o r  e x e m p l o  a c e t a t o  e e ta n o l .
A té  ho je  s ã o  c o n h e c id a s  d u a s  s e q u ê n c i a s  a n a p l e r ó t i c a s  p a r a  o 
m e t a b o l i s m o  do a c e t a t o .  A p r i m e i r a  envo lve  a  f ixação  do CO^ e p a r e  
ce  o p e r a r  so m e n t e  e m  o r g a n i s m o s  a n a e r ó b i c o s ;  a  o u t r a  envo lve  duas  
e n z i m a s  que  d e s v i a m  a s  e t a p a s  d e s c a r b o x i l a t i v a s  do c i c lo  d o s  á c id o s  
t r i c a r b o x í l i c o s ,  e s e  e n c o n t r a  a m p l a m e n t e  d i s t r i b u i d a  e n t r e  o s  m i ­
c r o r g a n i s m o s  ( 1 ).
A e lu c id a ç ã o  d a s  e t a p a s  que  e n v o l v e m  o c ic lo  do á c id o  g l i o x í -  
l i co ,  co m o  é c o m u m e n t e  c h a m a d a  e s t a  v i a ,  p a r t i u  de  u m a  s é r i e  de 
e x p e r i ê n c i a s  e o b s e r v a ç õ e s  de  d i v e r s o s  a u t o r e s .  S t e p h e n s o n  e Cook  
(2) u t i l i z a n d o  c é l u l a s  i n t a c t a s  de E s c h e r i c h i a  c o l i ,  c r e s c i d a s  e m  a c e ­
ta to ,  o b s e r v a r a m  que a s  m e s m a s  o x i d a v a m  r a p i d a m e n t e  o a c e t a t o .  
E n t r e t a n t o  o c o n s u m o  de  o x ig ê n io  e r a  de  80% do t o t a l  n e c e s s á r i o  p a ­
r a  a  c o m p le t a  o x idação  d a q u e l e  s u b s t r a t o .  C l i f to n  (3) u t i l i z a n d o  
E s c h e r i c h i a  co l i  c r e s c i d a  e m  a c e t a t o  o b s e r v o u  que  o c o n s u m o  de 
ox igên io  e r a  m e n o r  que  o t e ó r i c o  e que  p a r t e  do a c e t a t o  e r a  i n c o r ­
p o ra d o  ao m a t e r i a l  c e l u l a r .  E m  1953, C a m p b e l l ,  S m i th  e E a g l e s  
(4) u t i l i z a n d o  e x t r a t o s  l i v r e s  de  c é l u l a s  de  P s e u d o m o n a s  a e r o g i n o s a , 
t endo  c i t r a t o  c o m o  s u b s t r a t o ,  não  o b t i v e r a m  d -  c e t o - g l u t a r a t o  no 
l iqu ido  de f e r m e n t a ç ã o .  T e n ta n d o  o b t e r  a s  2 -4  d i n i t r o f e n i l h i d r a z o -  
n a s  do ot- c e t o - g l u t a r a t o  e i d e n t i f i c a r i a s  p o r  c r o m a t o g r a f i a ,  e n ­
c o n t r a r a m  m a n c h a s  que  f o r a m  p o s t e r i o r m e n t e  i d e n t i f i c a d a s  c o m o
ác ido  g l iox í l ic o .  Os  a u t o r e s  l e v a n t a r a m  a  h i p ó t e s e  de  que  o c i s a -  
c o n i t a to  ou o i s o c i t r a t o  f o s s e m  o s  p r e c u r s o r e s  do g l io x a la to .  Logo 
s e  u m a  c i s ã o  d e s t e s  á c i d o s  e s t i v e s s e  o c o r r e n d o ,  h a v e r i a  f o r m a ç ã o  
de  u m  .moi de g l io x a la to  e u m  m o l  de  s u c c in a to .  A s s i m  foi a v e n t a d a  
a  p o s s ib i l i d a d e  da  e x i s t ê n c i a  de  u m  d e s v i o  do c i c lo  d o s  á c i d o s  t r i -  
c a r b o x i l i c o s  n e s t e  m i c r o r g a n i s m o ,  e n t r e  a s  e t a p a s  de c i s - a c o n i t a -  
to a  s u c c in a to .  A u t i l i z a ç ã o  de  c o m p o s t o s  r a d i o a t i v o s  v e io  t r a z e r  
novos e s c l a r e c i m e n t o s  ao a s s u n t o .  Quando  a c e t a t o  m a r c a d o  e r a  acü 
c ionado  a  u m  m e i o  de  c u l t iv o  de u m  m i c r o r g a n i s m o  a e r ó b i c o ,  e r a  
r a p i d a m e n t e  u t i l i z a d o  e a  r a d i o a t i v i d a d e  a p a r e c i a  e m  to dos  o s  co n s  
t i tu in te s  c e l u l a r e s .  G o l d s c h m i d t ,  Y a l l  e K o f f le r  (5) f o r n e c e n d o  ace^ 
ta to  r a d io a t iv o  a s  c é l u l a s  de P e n i c i l l i u m  C h r y s o g e n u m ,  e n c o n t r a ­
r a m  que  nip in ic io  s o m e n t e  o s  c o m p o n e n t e s  do c i c lo  d o s  á c i d o s  t r i -  
c a r b o x í l i c o s  e o s  a m in o  á c i d o s  d e le  d e r i v a d o s  d i r e t a m e n t e ,  s e  e n ­
c o n t r a v a m  m a r c a d o s .  E s t e s  f a to s  s u g e r i r a m  que  o c i c lo  dos  á c id o s  
t r i c a r b o x í l i c o s  e r a  a  v i a  p r e d o m i n a n t e  p a r a  o m e t a b o l i s m o  do a c e ­
ta to .  E n t r e t a n t o  s o m e n t e  o c i c lo  não  p o d e r i a  s u p r i r  a s  n e c e s s i d a d e s  
e n e r g é t i c a s  da  c é lu l a  e p r o v e r  os  p r e c u r s o r e s  d o s  c o n s t i t u i n t e s  c e ­
l u l a r e s .  S m i th  e G u n s a l u s  (6) f r a c io n a n d o  u m  e x t r a t o  l iv re  de c é l u ­
l a s  obt ido  de P s e u d o m o n a s  c r e s c i d a s  e m  a c e t a to ,  c o n s e g u i r a m  o b ­
t e r  u m a  e n z i m a ,  que  d e n o m i n a r a m  de i s o c i t r a t a s e ,  que  e r a  c a p a z  
de c a t a l i z a r  a  c l i v a g e m  do i s o c i t r a t o  dando c o m o  p r o d u to  g l i o x a l a ­
to e s u c c in a to  e m  q u a n t id a d e s  e q u i m o l e c u l a r e s .  A e n z i m a  m o s t r o u -  
se, d e p e n d e n te  de io ns  d i v a l e n t e s  e g r u p o s  s u l f i d r i l i c o s .  O lso n  (7) 
e m  1959 c o n s t a t o u  a  p r e s e n ç a  de u m a  i s o c i t r a t a s e  e m  e x t r a t o  l i v r e  
de c é l u l a s  de  P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m  c r e s c i d o  e m  a c e t a t o  e d e -
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m o n s t r o u  a  r e v e r s i b i l i d a d e  da  r e a ç ã o ,
I s o c i t r a t o    G l io x a la to  + S u c c in a to
A e n z i m a  foi p o s t e r i o r m e n t e  d e n o m in a d a  I s o c i t r a t o  l i a s e  
( E . C . 4 .  1. 3 .1 ) .
Wong e A j l  ( 8) u t i l i z a n d o  E .  co l i  c r e s c i d a  e m  a c e t a t o  p r e ­
p a r a r a m  u m  e x t r a t o  l i v r e  de c é l u l a s  e i d e n t i f i c a r a m  u m a  e n z i m a  que 
d e n o m i n a r a m  m a l a t o  s i n t e t a s e  (E. C. 4.  1 . 3 . 2 )  e que  c a t a l i s a v a  a  s e ­
gu in te  r e a ç ã o .
G l io x a la to  á' A c e t i l  CoA —> M a la to  + CoASH
E s t u d o s  e fe tu a d o s  c o m  P s e u d o m o n a s  c r e s c i d a  e m  -^C a c e ­
ta to  ( 9- 10) c o n f i r m a r a m  o e n c o n t r a d o  p o r  G o l d s c h m i d t  e t  a l i  (5) de 
que to dos  os  i n t e r m e d i á r i o s  do c ic lo  dos  á c i d o s  t r i c a r b o x i l i c o s  e 
a m in o  á c i d o s  d e l e s  d e r i v a d o s  e r a m  o s  ú n i c o s  p r o d u t o s  r a d i o a t i v o s  
d e t e c t a d o s  a p ó s  b r e v e  i n c u b a ç ã o .  E n t r e t a n t o  i n e s p e r a d a m e n t e  e n ­
c o n t r a r a m  que  no in ic io  h a v ia  m u i to  m a i s  m a l a t o  r a d i o a t i v o  do 
que  c i t r a t o  e su c c in a to ,  e m b o r a  e s t a  d i f e r e n ç a  não  s e j a  n o ta d a  a p ó s  
m a i o r  t e m p o  de  i n c u b a ç a o .  R e s u l t a d o s  s e m e l h a n t e s  f o r a m  e n c o n ­
t r a d o s  e m  E .  co l i  (11-12) ,  A s p e r g i l l u s  n i g e r  (13—14) e S a c c h a r o m y c e s  
Sp (15). Se o c ic lo  dos  á c i d o s  t r i c a r b o x i l i c o s  f o s s e  a ú n ic a  v i a  p a r a  
o m e t a b o l i s m o  do a c e t a to ,  o c i t r a t o  e o s u c c in a to  s e r i a m  s e m p r e  os  
p r e c u r s o r e s  do m a l a t o  nos  p r i m e i r o s  m i n u t o s  de  i n c u b a ç ã o .  K o r n b e r g  
e M a d s e n  (16-17)  c u l t i v a r a m  P s e u d o m o n a s  KB1, e m  m e i o  s i n t é t i c o  
con tendo  a c e t a to  co m o  ú n ica  fonte  de c a r b o n o .  A s  s u s p e n s õ e s  de c é ­
lu la s  o x id a v a m  r á p i d a m e n t e  a c e t a t o  e to dos  o s  c o m p o n e n t e s  do c ic lo
de K r e b s .  Nos  e x t r a t o s  l i v r e s  de  c é l u l a s  quando  i n c u b a d o s  c o m  ,„ C14
a c e ta to ,  A T P ,  CoASH, g lu ta t io n  e g l io x a la to ,  o p r i m e i r o  c o m p o s t o
— Q «*»
m a r c a d o  a  a p a r e c e r  fo i o m a l a t o .  Q uando  o i s o c i t r a t o  foi u t i l i zad o  
e m  l u g a r  do g l io x a la to ,  o r e s u l t a d o  fo i s e m e l h a n t e ,  f o r m a n d o - s e  
p r i m e i r a m e n t e  o m a l a t o .  D e s t a s  e x p e r i ê n c i a s  o s  a u t o r e s  c o n c l u í ­
r a m  que  a  P s e u d o m o n a s  KB1 c r e s c i d a e m  a c e t a t o ,  p o s s u í a  um  m e ­
c a n i s m o  a u x i l i a r  que  c o n d u z i r i a  a  f o r m a ç ã o  do m a l a t o  a  p a r t i r  de 
i s o c i t r a t o ,  a l é m  d o s  s i s t e m a s  e n z i m ã u c o s  do c i c lo  dos  a c i d o s t r i -  
c a r b o x i l i c o s .  N e s t a  v i a  nao  o x i d a t iv a  h a v e r i a  a  c l i v a g e m  do i s o c i ­
t r a t o  p e la  i s o c i t r a t o  l i a s e  e a  c o n d e n s a ç ã o  do g l io x a la to  e a c e t i l  
CoA, p e la  a ç ã o  d a  m a l a t o  s i n t e t a s e .  E s t a s  r e a ç õ e s  r e s u l t a r i a m  na  
f o r m a ç ã o  de  d o i s  á c i d o s  d i c a r b o x i l i c o s  c o m  C4 a  p a r t i r  do i s o c i ­
t r a t o  e a c e t a to .  E m  1957 K o r n b e r g  e K r e b s  (18) u t i l i z a n d o  e x t r a ­
to s  l i v r e s  de c é l u l a s  de P s e u d o m o n a s  c r e s c i d a s  e m  a c e t a t o ,  v a r i ­
ando o t e m p o  de i n c u b a ç ã o  e e s tu d a n d o  a  d i s t r i b u i ç ã o  da r a d i o a t i ­
v id a d e  dos  c o m p o s t o s  f o r m a d o s  a  p a r t i r  do a c e t a t o ,  v e r i f i c a r a m  
que o a c e t a t o  e n t r a v a  no c ic lo  dos  á c i d o s  t r i c a r b o x í l i c o s  e m  d o i s  
pon tos :  no p r i m e i r o  o a c e t a t o  s e  c o n d e n s a v a  c o m  o o x a l a c e t a t o  
( e n z im a  de c o n d e n s a ç ã o  de Ochoa)  e f o r m a v a  c i t r a t o ,  e s t e  a  s e g u i r  
e r a  c l iv ad o  f o r m a n d o  g l io x a la to  e s u c c in a to ;  no o u t r o  ponto  o a c e ­
ta to  s e  c o n d e n s a v a  c o m  o g l io x a la to  ( m a la to  s i n t e t a s e )  f o r m a n d o  o 
m a l a t o .  A e s t a  s e q u ê n c i a  K o r n b e r g  d e n o m in o u  de  c ic lo  do á c id o  
g l iox i l ic o .  A e x i s t ê n c i a  do c ic lo  do g l io x a la to  i m p l i c a  no f u n c io ­
n a m e n to  de  d u a s  v a r i a n t e s  do c i c lo  d o s  á c i d o s  t r i c a r b o x í l i c o s ,  
u m a  c o m o  v i a  t e r m i n a l  do p r o c e s s o  r e s p i r a t ó r i o ,  lev a n d o  o a c e t a ­
to a  c o m p l e t a  o x id a ç ã o  (COg e HgO), f o r n e c e n d o  g r a n d e  p a r t e  da  
e n e r g i a  a o s  p r o c e s s o s  e n d e r g o n i c o s ,  e o u t r a  f o r n e c e n d o  o s u c c i ­
na to  a  p a r t i r  de d u a s  m o l é c u l a s  de a c e t a t o ,  p r o d u z in d o  d e s t e  m o ­
do os  p r e c u r s o r e s  p a r a  o m e t a b o l i s m o  c e l u l a r .
O c ic lo  do á c id o  g l io x i l i c o  pode  t a m b e m  e x p l i c a r  a  t r a n s ­
f o r m a ç ã o  d i r e t a  de á c i d o s  g r a x o s  e m  c a r b o i d r a t o s .  A s s i m  K o r n b e r g  
e B e e v e r s  (19) d e m o n s t r a r a m  a  p r e s e n ç a  do c ic io  do á c id o  g l i o x i -  
l i co  n a s  s e m e n t e s  de R ic in u s  C o m m u n i s  ( m a m o n a )  e a  t r a n s f o r m a ­
ção d o s  á c ik o s  g r a x o s  ( a c e t i l  CoA) e m  c a r b o i d r a t o s  e r a  e x p l i c a d a  
d e s t a  m a n e i r a . '
C om o  o c ic lo  do g l io x a la to  s e r v e  p a r a  s u p r i r  o s  o r g a n i s m o s
c r e s c i d o s  e m  a c e t a to ,  de á c i d o s  ' c a r b o x i l i c o s  c o m  C . ,  o f u n c io -4/ '
n a m e n t o  do m e s m o  não s e r i a  n e c e s s á r i o  quando  o s  i n t e r m e d i á r i o s  do
c ic lo  dos  á c i d o s  t r i c a r b o x i l i c o s  ou c o m p o s t o s  que  lhe  p o s s a m  d a r  o ­
r i g e m  f o s s e m  f o r m a d o s .  M e s m o  quando  o c i c lo  do g l io x a la to  f o s s e  
n e c e s s á r i o  p a r a  a  p r o d u ç ã o  de u m  d e s s e s  á c i d o s  o r g â n i c o s ,  d e v e r i a  
e x i s t i r  n a s  c é l u l a s  m e c a n i s m o s  de  r e g u l a ç ã o  p a r a  c o m a n d a r  a s  
o p e r a ç õ e s  s i m u l t â n e a s  do c ic lo  d o s  á c i d o s  t r i c a r b o x i l i c o s  e do c ic lo  
do á c ido  g l io x í l i c o  a f im  de e v i t a r  u m  d e s c o n t r o l e  na  u t i l i z a ç a o  de 
u m  s u b s t r a t o ,  p a r a  s u p r i m e n t o  de  e n e r g i a  ou p a r a  o f o r n e c i m e n t o  
d ê ^ p r e c u r s o r e s  do m a t e r i a l  c e l u l a r  (26).  E m  m u i t o s  o r g a n i s m o s  e s ­
t e  c o n t r o l e  s e r i a  e x e r c i d o  p e la  i s o c i t r a t o  l i a s e .  A s  o b s e r v a ç õ e s  
de  d i v e r s o s  a u t o r e s  de que  a  i s o c i t r a t o  l i a s e  e r a  in ib id a  não c o m p e -  
t i t iv a m e n te  p o r  s u c c in a to  (27-14)  e o x a l a c e t a t o  (28) e s a b e n d o - s e  
a in d a  qife a  p r o d u ç ã o  de s u c c i n a to  e m a l a t o  é r e s u l t a d o  d a  a ç ã o  d a s  
e n z i m a s  do c ic lo  do á c ido  g l io x i l i c o ,  se n d o  o m a l a t o  o p r e c u r s o r  
im e d ia to  do o x a l a c e t a t o ,  s u g e r i r a m  a e x i s t ê n c i a  de  u m  m e c a n i s m o  
de  c o n t r o l e  do t ipo " feed  b a c k "  n e g a t iv o .
U m  segundo  tipo  de c o n t r o l e  s e  m a n i f e s t a  p e l a  r e g u l a ç ã o  
d a  f o r m a ç ã o  da i s o c i t r a t o  l i a s e .  S m i th  e G u n s a l u s  (2 9) f o r a m  os
p r i m e i r o s  a  n o t a r  que  e s t a  e n z i m a  só  e r a  e n c o n t r a d a  e m  q u a n t id a d e s  
a b u n d a n t e s  quando  os  m i c r o r g a n i s m o s  e r a m  c r e s c i d o s  e m  a c e t a t o .  
I s to  foi c o n f i r m a d o  e m  u m a  s é r i e  de m i c r o r g a n i s m o s  ( 12-14 -20-21­
2 2 - 2 3 - 2 4 - 2 5 ) .  A s  e x p e r i ê n c i a s  r e a l i z a d a s  p o r  K o r n b e r g  e E l s d e n  
(26) c ó m  P s e u d o m o n a s  o v a l i s ,  d e m o n s t r a r a m  que  a s  c é l u l a s  quando  
c o lo c a d a s  e m  m e io  con tendo  a c e t a t o  c o n t i n u a v a m  a p r e s e n t a n d o  a l t a  
a t iv id a d e  e s p e c i f i c a  p a r a  i s o c i t r a t o  l i a s e .  E n t r e t a n t o  quando  e s t a s  
c é l u l a s  e r a m  c o lo c a d a s  e m  p r e s e n ç a  de s u c c in a to ,  c e s s a v a  c o m p l e ­
t a m e n t e  a  f o r m a ç ã o  de i s o c i t r a t o  l i a s e .  Se a s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  
/
s u c c i n a to  f o s s e m  c o l o c a d a s  e m  m e i o  c o n te n d o  u m a  m i s t u r a  de s u c ­
c in a to  e a c e t a to ,  a  i s o c i t r a t o  l i a s e  só  c o m e ç a v a  a  s e r  f o r m a d a  a p ó s  
todo o su c c in a to  t e r  s ido  u t i l i z a d o .  A s s i m  t a m b é m  a s  c é l u l a s  c r e s ­
c id a s  e m  s u c c i n a to ,  quando t r a n s f e r i d a s  p a r a  u m  m e i o  c o n te n d o  a c e ­
ta to ,  só  c o m e ç a v a m  a  c r e s c e r  a p ó s  u m  p e r ío d o  de  " l a g "  de d u a s  h o ­
r a s  quando o n í v e l  de i s o c i t r a t o  l i a s e  s u b ia  a b r u p t a m e n t e .  O s  n í v e i s  
de i s o c i t r a t o  l i a s e  s e  m a n t i v e r a m  c o n s t a n t e s  d u r a n t e  a  f a s e  l o g a r í t ­
m i c a  de c r e s c i m e n t o  (30). E s t a s  o b s e r v a ç õ e s  p e r m i t i r a m  p o s t u l a r  a  
função  do c ic lo  da  g l io x a la to  c o m o  u m a  s e q u ê n c i a  n e c e s s á r i a  p a r a  o 
c r e s c i m e n t o  e m  a c e t a t o .  E s t u d o s  c o m  M i c r o c o c u s  d e n i t r i f i c a n s  (31), 
m o s t r a r a m  que  a  f o r m a ç a o  da  i s o c i t r a t o  l i a s e  e r a  p r o f u n d a m e n te  
in f lu ê n c ia d a  p e la  c o m p o s i ç ã o  do m e i o  de cu l t ivo .  A s s i m  a  a d i ç ã o  de 
p e q u e n a s  q u a n t id a d e s  de  e x t r a t o  de l e v e d u r a  ( que  c o n t e m  su c c in a to )  
r e t a r d a r a m  a  f o r m a ç ã o  de  i s o c i t r a t o  l i a s e  n a s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  
a c e t a to .  E s t e  é u m  efe i to  s e m e l h a n t e  ao o b s e r v a d o  p o r  K o r n b e r g  e 
E l s d e n  (26) c o m  a  a d iç ã o  de s u c c i n a to  ao m e i o  de c u l t iv o .  E s t e s  f a ­
tos  s u g e r i a m  que a  i s o c i t r a t o  l i a s e  e s t a v a  s u j e i t a  a  r e p r e s s ã o  pe lo  
s u c c in a to  ou c o m p o s t o s  d e le  d e r i v a d o s  ( 3 2 - 3 3 - 3 4 ) ,  E s t e s  f a to s  l e v a -
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r a m  K o r n b e r g  e E l s d e n  a  a f i r m a r  que  u m a  p r o v i s ã o  ou p r o d u ç ã o  de u m  
e x c e s s o  de á c i d o s  d i c a r b o x i l i c o s  c o m  c o n d u z e m  a f o r m a ç ã o  de u m  
r e p r e s s o r  p a r a  a  i s o c i t r a t o  l i a s e .  D e s d e  que  o a c e t a t o  não pode d a r  o -
• « U .
r i g e m  á  f o r m a ç ã o  de  á c i d o s  d i c a r b o x i l i c o s  c o m  C^, na  a u s ê n c i a  de i -  
s o c i t r a t o  l i a s e ,  o c r e s c i m e n t o  con t ínuo  s e r i a  a c o m p a n h a d o  de u m a  
b a ix a  dos  n í v e i s  i n t r a c e l u l a r e s  d e s t e s  á c i d o s  e e m  c o n s e q u ê n c i a  u m a  
d e s r e p r e s s a o  da  e n z i m a .
F l a v e l  e W o o d w ard  (35) e s tu d a n d o  a s  e n z i m a s  do 
c ic lo  do g l io x a la to  e m  N e u r o s p o r a  c r a s s a , v e r i f i c a r a m  que  o a d i c i o ­
nando a o s  m e i o s  de  cu l t ivo  que  c o n t in h a m  a c e t a t o  c o m o  fonte  de  c a r ­
bono,  i n t e r m e d i á r i o s  do c ic lo  de K r e b s  e c o m p o s t o s  c o m  e le  r e l a c i o ­
na d o s ,  s o m e n t e  o g l u t a m a to  p r o d u z i a  r e p r e s s ã o  s i g n i f i c a n t e  na  a t i v i ­
dade  da i s o c i t r a t o  l i a s e  e m a l a t o  s i n t e t a s e .  A s h w o r t h  e K o r n b e r g ( 3  6) 
s u g e r i r a m  a e x i s t ê n c i a  de  u m  c o n t r o l e  fino e m  E .  c o l i  e x e r c i d o  pe~ 
lo s  n í v e i s  de f o s f o e n o lp i r u v a to  n a s  c é l u l a s ,  que  m o s t r o u  s e r  u m  i n i ­
b i d o r  não  c o m p e t i t i v o  da  e n z i m a .  S eu s  r e s u l t a d o s  i n d i c a m  que  o f o s -  
fo e n o lp i ru v a to  im p e d e  a  f o r m a ç ã o  de  c o m p o s t o s  c o m  a  p a r t i r  de 
a c e t a to ,  n a s  c é l u l a s  r i c a s  e m  e n z i m a s  do c i c lo  do g l io x a la to  e i s t o  é 
con se g u id o  a t r a v é s  da  in ib iç ã o  da  i s o c i t r a t o  l i a s e .  A c o n c lu s ã o  de que 
o c o n t r o l e  do c ic lo  do g l io x a la to  s e j a  f e i t a  p e l a  i s o c i t r a t o  d i a s e  e nao 
p e la  m a l a t o  s i n t e t a s e  o u t r a  e n z i m a  c h a v e  do c i c l o ,  b a s e i a - s e  e m  t r a ­
ba lho  fe i to  e m  P .  o v a l i s  (37) que  m o s t r o u  que  o s  n í v e i s  i n t r a c e l u l a r e s  
de i s o c i t r a t o  l i a s e  sã o  p r o f u n d a m e n t e  a f e t a d o s  p e l a  fonte  de  c a r b o n o  
u t i l i z a d a  p a r a  o c r e s c i m e n t o ,  s e m  que  g r a n d e s  a l t e r a ç õ e s  s e j a m  o b s e r  
v a d a s  n o s  n í v e i s  de m a l a t o  s i n t e t a s e .  R e s u l t a d o s  s e m e l h a n t e s  a o s  e n ­
c o n t r a d o s  e m  P .  o v a l i s  f o r a m  o b t id o s  e m  M. d e n t r i f i c a n s  (24) A s p e r ­
g i l lu s  n i g e r  (14) C h r o m a t i u m  (26) e d i v e r s o s  m e m b r o a  da f a m i l i a  d a s
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A th io d a c e a e  (25). E m  c o n t r a p o s i ç ã o  e m  S a c c h a r o m y c c s  S p . (20) e 
E.. co l i  (12-38) f o r a m  e n c o n t r a d a s  g r a n d e s  v a r i a ç õ e s  nos  n í v e i s  de 
m a l a t o  s i n t e t a s e  s u g e r in d o  a  e x i s t ê n c i a  de u m a  in d u ç ão  s e q u e n c i a l  
d a  m a l a t o  s i n t e t a s e ,  n e s t e s  ú l t i m o s  m i c r o r g a n i s m o s  pelo  g l io x a la to  
f o r m a d o  p e la  a ç ã o  da  i s o c i t r a t o  l i a s e .  E s t e s  fa to s  v e m  e m  apoio  ao 
e n c o n t r a d o  e m  E .  co l i  , de  que  a  f o r m a ç ã o  da  i s o c i t r a t o  l i a s e  p r e c e  
de a  f o r m a ç ã o  da m a l a t o  s i n t e t a s e  (38) e t a m b e m  de  que  o c ic lo  do 
g l io x a la to  s e j a  c o n t r o l a d o  p e l a  a ç ã o  da i s o c i t r a t o  l i a s e .
A r m i t t ,  R o b e r t s  e K o r n b e r g  (39) (40) e s t u d a r a m  
a v a r i a ç ã o  da a t iv id a d e  da  i s o c i t r a t o  l i a s e  e m a l a t o  s i n t e t a s e  n u m a  
a m o s t r a  s e l v a g e m  de  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , e m  p r e s e n ç a  de d i f e r e n ­
t e s  fon te s  de c a rb o n o .  O b s e r v a r a m  e n t r e  o u t r a s  c o i s a s  que  a  p r e s e n  
ça  de  u m a  m i s t u r a  de a c e t a t o  e g l u t a m a to  nao  a f e t a v a  a  a t iv id a d e  e s  
p e c i f i c a  da i s o c i t r a t o  l i a s e  e m  r e l a ç ã o  às,  c é l u l a s  c r e s c i d a s  s o m e n te  
e m  a c e t a t o .  I n v e s t i g a r a m  t a m b e m  os  n í v e i s  d e s t a s  d u a s  e n z i m a s  ern 
m u t a n t e s  i s o c i t r a t o  l i a s e  n e g a t i v a s  e m a l a t o  s i n t e t a s e  n e g a t i v a s .  A s  
m u t a n t e s  m a l a t o  s i n t e t a s e  n e g a t i v a s  a p r e s e n t a v a m  n í v e i s  n o r m a i s  de 
i s o c i t r a t o  l i a s e ,  quando  c r e s c i d a s  e m  u m a  m i s t u r a  de s a c a r o s e  e a ­
c e t a t o .  Da m e s m a  f o r m a  a s  m u t a n t e s  i s o c i t r a t o  l i a s e  n e g a t i v a s  a ­
p r e s e n t a v a m  n í v e i s  n o r m a i s  de  m a l a t o  s i n t e t a s e .  E s t a  ú l t i m a  o b s e r ­
v a ç ã o  c o n t r a r i a  a  h i p ó t e s e  de u m a  in dução  s e q u e n c i a l  da  m a l a t o  s i n ­
t e t a s e  pelo  m e n o s  n e s t e  m i c r o r g a n i s m o .  E m  s u m a ,  p o d e m o s  c o n c l u i r  
que o c ic lo  do g l io x a la to  foi a m p l a m e n t e  e s tu d a d o  e m  b a c t  é r i a s  e 
fungos i m p e r f e i t o s .  E m  fungos  s u p e r i o r e s ,  e s t a  v i a  t e m  s ido  pouco 
e s tu d a d a .  C a s s e l t o n ,  F a w o le  e C a s s e l t o n  (41) d e t e r m i n a r a m  a a t i v i ­
dade  da i s o c i t r a t o  l i a s e  e m  e x t r a t o s  l i v r e s  de c é l u l a  de  u m  b a s i d i o -  
m ic e to ,  C o p r in u s  l a g o p u s  e m  d i f e r e n t e s  f a s e s  de  d e s e n v o l v im e n to .
- 9 -
u t i l i z a n d o  a c e t a to ,  g l i c o s e  e a s p a r a g i n a  c o m o  fo n te s  d e  c a r b o n o .  P o s ­
t e r i o r m e n t e  O® Su l l ivan  e C a s s e l t o n  (42) e s t u d a r a m  a l o c a l i z a ç ã o  s u b -  
c e l u l a r  d a s  e n z i m a s  do c ic lo  do g l io x a l a to  no m e s m o  B a s i d i o m i c e t o .
E n t r e  a  c l a s s e  d o s  B a s i d i o m i c e t o s ,  e n c o n t r a m o s  
d i v e r s o s  fungos  a p o d r e c e d o r e s  da  m a d e i r a ,  p e r t e n c e n t e s  a  f a m i l i a  da s  
P o l y p o r a c c a e .  N e s t e s  m i c r o r g a n i s m o s  n a d a  s e  c o n h e c e  a  r e s p e i t o  do 
c ic lo  do ác ido  g l io x í l i c o .  E n t r e  e s t e s  b a s i d i o m i c e t o s  e n c o n t r a - s e  
P i c n ó p o r u s  c i n n a b á r i n u s .  U m a  a m o s t r a  d e s t a  e s p é c i e  i s o l a d a  no I n s ­
t i tu to  de B io log ia  e P e s q u i s a s  T e c n o l ó g i c a s ,  foi  c a p a z  de  c r e s c e r  e m  
m e i o  s i n t é t i c o ,  c o n te n d o  a c e t a t o  c o m o  fonte  de c a r b o n o .  O p r e s e n t e  
t r a b a l h o  v i s a  e s c l a r e c e r  o f u n c io n a m e n to  d e s t a  v i a  quando  o fungo é 
c r e s c i d o  e m  d i f e r e n t e s  fon te s  de c a r b o n o .  D e s t e  m odo  m a i o r e s  e s ­
c l a r e c i m e n t o s  p o d e r ã o  a d v i r ,  no que  c o n c e r n e  a  f i s i o lo g i a  e m o r í o -  
g e n e s i s  d e s t e s  m i c r o r g a n i s m o s .
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MATERIAIS  E MÉTODOS
1- M i c r o r g a n i s m o ' :  A a m o s t r a  de P i c n o p o r u s  c i n n a b a r i n u s  foi  
i s o la d a  e c l a s s i f i c a d a  no I n s t i tu to  de Biologia  e P e s q u i s a s  T e cn o ló g i ­
c a s  do E s t a d o  do P a r a n á .
2- C o n d iç o e s  de c u l t i v o : A c u l t u r a  fo i  m a n t id a  e m  a g a r -
S a b o u r a u d  g l i c o s e .  O m e i o  l iq u id o  de c u l t iv o  a p r e s e n t a v a  a se g u in te  
c o m p o s i ç ã o :  KHgPO^ a n i d r o  0 , 9  g%, NagliPO^ a n i d r o  0 , 8  g%,
(NH4 )9 S 0 4 0 ,2  g%, Mg S 0 4 O , 0 2 g%, NH NO 0 , l g % ,  Mn- S 0 4 
0 , 0 0 1 g%, £!u S0 4 0 , 0 0 2 g%, h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a ,  lg%, e x t r a t o  
de m a l t e  0 , l g % ,  g l i c o s e ,  a c e t a t o ,  ou e ta n o l  lg%. A g l i c o s e  e o 
e x t r a t o  de m a l t e  quando  u t i l i z a d o s  f o r a m  e s t e r e l i z a d o s  s e p a r a d a m e n t e .  
O e ta n o l  a b s o lu to  fo i  a c r e s c e n t a d o  a p ó s  e s t e r e l i z a ç a o .  N as  e x p e r i e n -  
c i a s  e m  que  fo i  m e d i d a  a a t iv id a d e  de m a l a t o  s i n t e t a s e ,  o h i d r o l i s a -  
do de c a s e í n a  fo i  s u p r i m i d o  do m e i o  de c u l t iv o .  O m e i o  foi  a ju s t a d o
a pH 6 , 0 .  A s e g u i r  foi  d i s t r i b u i d o  e m  f r a s c o s  e r l e n m e y e r s  de
2 . 0 0 0  m l  de c a p a c id a d e ,  c o n te n d o  500 m l  de m e i o  l iqu id o  e m  cada  u m .  
F o i  e n ta o  e s t e r e l i z a d o  d u r a n t e  30 m i n u t o s  e m  a u to c l a v e  a u m a  a t m o s ­
f e r a  de p r e s s ã o .
A a m o s t r a  fo i  i n o cu la d a  a p a r t i r  da c u l t u r a  e s to q u e  e m  
S ab o u r a u d ,  e m  m e i o  c o n te n d o  g l i c o s e ,  e ta n o l  ou a c e t a t o  c o m o  fonte  
de c a r b o n o .  E ,  s e g u i d a  os  f r a s c o s  f o r a m  c o l o c a d o s  e m  u m  a g i t a d o r  
r o t a t i v o  a 100 r o t a ç o e s  p o r  m in u to  à  t e m p e r a t u r a  de 2 8 ° C .  O m i c é -  
l i o  fo i c o le t a d o  a p ó s  72 h o r a s ,  p o r  f i l t r a ç ã o  e m  g a s e ,  s e n d o  l a v a d o  
v á r i a s  v e z e s  com  água  d e s t i l a d a .  O m a t e r i a l  c o le t a d o  fo i d i s t r i b u id o  
e m  d i v e r s a s  p o r ç o e s ,  e n r o l a d a s  e m  p a p e l  e s t a n h a d o  e e s t o c a d a s  a
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- 2 0 ° c .  E s t e  material foi usado no preparo dos extratos l ivres  de 
c é l u l a s .
3- C u r v a s  de c r e s c i m e n t o : P a r a  a r e a l i z a ç ã o  d a s  c u r v a s  de 
c r e s c i m e n t o  n a s  d i v e r s a s  fo n te s  de c a r b o n o ,  fo i  p r e p a r a d o  o in ocu ­
lo  a p a r t i r ]  da c u l t u r a  e s to q u e  e m  S a b o u r a u d ,  u t i l i z a n d o  g l i c o s e ,  a ­
c e t a to  ou e ta n o l  c o m o  fonte  de c a r b o n o .  P a r a  d a r  u n i f o r m id a d e  ao  
inócu lo  f o r a m  c o lo c a d a s  p é r o l a s  de v i d r o  a o s  f r a s c o s  de c u l t iv o .  
Após 12 h o r a s  de c r e s c i m e n t o  o b t i n h a - s e  u m a  s u s p e n s ã o  u n i f o r m e  
da qual  1 m l  e r a  a s s e p t i c a m e n t e  t r a n s f e r i d o  p a r a  f r a s c o s  de 500ml
de c a p a c id a d e  c o n te n d o  100 m l  do m e i o  l i q u id o .  Os f r a s c o s  e r a m
•>* om a n t id o s  e m  a g i t a ç a o  c o n s t a n t e  a 28 C .  A s  d i v e r s a s  a m o s t r a s  fo­
r a m  c o l e t a d a s  nos  d i f e r e n t e s  t e m p o s  p o r  f i l t r a ç a o  e m  p a p e l  de f i l ­
t r o  p r e v i a m e n t e  s e c o  e p e s a d o  e a s e g u i r  l e v a d a s  a e s tu f a  a l 0 0 ° c  
a té  p e s o  c o n s t a n te .
O p e s o  s e c o  das  d i v e r s a s  a m o s t r a s  fo i  a s s i m  c a l c u l a d o  p a r a  
a d e i e r m i n a ç a o  da c u r v a  de c r e s c i m e n t o .
4- Medida  de C o n s u m o  de Ox igên io :  O c o n s u m o  de ox igén io  
p o r  c é l u l a s  i n t a c t a s  de P i c n ó p o r u s  c l n n a b a r i n u s , e m  m e i o  con tendo  
D - g l i c o s e ,  a c e t a t o  de s ó d io  ou e t a n o l ,  c o m o  fonte  de c a r b o n o ,  foi 
m ed id o  m a n o m e t r i c a m e n t e  e m  a p a r e l h o  de W a r b u r g .  D - g l i c o s e  e a ­
c e t a to  de sód io  f o r a m  os  s u b s t r a t o s  e m p r e g a d o s .  As  c é l u l a s  c o le ­
t a d a s  f o r a m  l a v a d a s  t r e s  v e z e s  c o m  água  d e s t i l a d a  e s u s p e n s a s  em  
t am pa  o fo s fa to  0 ,1M pH 5 ,6  e d e ix a d a s  e m  j e ju m  c o m  a e r a ç ã o  c.. 
r a n t c  14 h o r a s .  A s e g u i r  o m a t e r i a l  fo i  n o v a m e n te  f i l t r a d o  e s; - 
p e n s r no m e s m o  t a m p a o  f o s f a to ,  na p r o p o r ç ã o  de l g  (peso  úmiuo.  
p a r a  25 m i ,  s e n d o  a s u s p e n s ã o  u t i l i z a d a  em  s e g u i d a .  O s i s t e m a  
in c u b a ç ã o  con t inha  2 , 5  m l  da s u s p e n s ã o  de c é l u l a s  e 10 j i m o l e s  de
s u b s t r a t o .  O s i s t e m a  foi  in cub ado  a 2 8°C  e m  c o n d iç o e s  a e r é b i e a s  
e com  a g i t a ç ã o  c o n s t a n t e  de 90 o c i l a ç õ e s  p o r  m in u t o .  O C O g ' l i b e ­
r a d o  foi  r e t i d o  e m  D„ 1 5 m l  de KOIí a 15g%. O c o e f i c i e n t e  r e s p i r a -  
t o r i o  (Q09 ) fo i de f in ido  c o m o  Jil de ox igên io  c o n s u m i d o s  p o r  m g  de 
c é l u l a s  ( p e s o  s e c o )  p o r  h o r a .  "
5- E x t r a t o  l i v r e  de c é l u l a s : Os ' e x t r a t o s  l i v r e s  de c é l u l a s  
foiçam p r e p a r a d o s  p o r  do is  p r o c e s s o s :
a) 3 a 4 g de c é l u l a s  c o n g e l a d a s  f o r a m  c o lo c a d a s  e m  um  
g r a l  de p o r c e l a n a  e t r i t u r a d a s  c o m  d o is  v o l u m e s  de a r e i a  do m a r ,  
p r é v i a m e n t e  l a v a d a  e c a l c i n a d a .  A m a s s a  obt ida  fo i  s u s p e n s a  com  . 
t r e s  v o l u m e s  de t a m p a o  T r i s  HC1 pH 7 , 8 ,  s e  a e n z i m a  a s e r  e s ­
tudada  e r a  a i s o c i t r a t o  l i a s e  e pH  7 ,9  s e  a a t iv id a d e  a s e r  m e d id a
e r a  a da m a l a t o  s i n t e t a s e .
. b) 2 a 3 g do m i c é l i o  f o r a m  s u s p e n s a s  e m  c in c o  v o l u m e s  de
t a m p a o  T r i s  HC1 pH 7 ,8  ou 7 ,9  c o n f o r m e  a e n z i m a  a s e r  a n a l i s a ­
da; a s u s p e n s ã o  foi  a s e g u i r  s u b m e t i d a  a t r a t a m e n t o  e m  u l t r a  so m  
p o r  do is  m in u t o s  e m  um  B i o s o n i k - U l t r a s o n i c - P r o v e  B ro nw i l  m o d e lo  
BPII  a' f r e q u ê n c i a  de 20 K e p s .  As s u s p e n s õ e s  o b t id a s  p e lo s  dois  
m é to d o s  f o r a m  c e n t r i f u g a d a s  a 1 2 . 0 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  10 m in u to s  
e m  c e n t r i f u g a  r e f r i g e r a d a  0~4°C ( m o d e lo  P R  2) e os s o b r e n a d a n t e s  
f o r a m  u t i l i z a d o s  c o m o  fonte  de e n z i m a .
6-  M edida  d a s  a t i v id a d e s  e n z i m á t i c a s  .
6 . 1  -  I s o c i t r a t o  l i a s e .  A i s o c i t r a d o  l i a s e  fo i  d e t e r m i n a d a  p e ­
lo  m é to d o  de D a ro n  e G u n s a lu s  (43) u s a n d o  D - L  i s o c i t r a t o  c o m o  
s u b s t r a t o  e m e d in d o  o g l io x a la to  a c u m u l a d o .  O s i s t e m a  de in cu b a ­
ç ã o  foi  o s e g u in t e :  10 m o l e s  de t a m p ã o  T r i s  HCi 3 p m o l e s  de 
Mg Cl ; 2 p m o l e s  de c i s t e í n a  HCI; 7 , 5  p mole.s de D - L  i s o c i t r a -  
to; e n z i m a  50 a 100 p g  e água  p a r a  p e r f a z e r  u m  v o lu m e  de 1,9 m l .
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A a t iv id a d e  e s p e c i f i c a  foi  e x p r e s s a  c o m o :  p m o l e s  de g l io x a la to
p o r  m g  de p r o t e í n a s  p o r  h o r a  n a s  c o n d i ç o e s  de e n s a i o .
• 6 . 2  -  M a la to  s i n t e t a s e .  A a t iv id a d e  de m a l a t o  s i n t e t a s e  foi 
e n s a i a d a  m e d in d o  a l i b e r a ç a o  de c o e n z i m a  A~SII,  quando  os  e x t r a t o s  
e r a m  in cu b a d o s  c o m  a c e t i l - c o e n z i m a  A e g l i o x a l a to ,  s e g u n d o  O r s t o n  
e O r s t o n  (44) m o d i f i c a n d o  o v o lu m e  e o t e m p o  de i n c u b a ç a o .  A c o m ­
p o s i ç ã o  do s i s t e m a  e r a  a  s e g u i n t e :  t a m p a o  T r i s  HC1 pH 7 , 9 ,  50 
p m o l e s ,  Mg Cl 5 p m o l e s ,  a c e t i l - c o e n z i m a  A 0 ,2  p m o l e s , g l i o -  
x p la to  de só d io  0 , 5  [ im oles  , e n z i m a  50 a 200 ^ g .  V o lum e  f ina l  de
in c u b a ç a o  0 , 5  m l .  A m i s t u r a  foi  i n cu b a d a  a  30°C  d u r a n te  do i s  m i ­
nu tos  e a r e a ç a o  i n t e r r o m p i d a  p e la  a d i ç ã o  de  1 m l  de u r e i a  6N e 
0 , 5  [ im ol  de á c id o  2 - n i t r o b e n z ó i c o  ( 5 , 5*D i t iob is ) . Após  dez  m in u ­
to s ,  a a b s o r ç a o  a 412 mp foi  d e t e r m i n a d a  e m  e s p e c t r o f o t o m e t r o  
B e c k m a n  m o d e lo  DU2. A a t iv id a d e  e s p e c i f i c a  fo i  de f in ida  c o m o  
m o l e s  de g r u p a m e n t o s  SH f o r m a d o s  p o r  m g  de p r o t e i n a  p o r  h o r a ,  
n a s  c o n d i ç o e s  de e n s a i o .
7- I d e n t i f i c a ç ã o  dos  p r o d u to s  d a s  r e a ç õ e s .
7.  1 -  I d e n t i f i c a ç ã o ’ do g l io x a l a to .  P a r a  a  i d e n t i f i c a ç ã o  do 
g l io x a la to  f o r m a d o  p e la  a ç ã o  .da i s o c i t r a t o  l i a s e  fo i  u t i l i z a d a  a  t é c ­
n ica  de D a ro n  e G u n s a lu s  (43).  O s i s t e m a  de  i n c u b a ç a o  t inha  a s e ­
guinte  c o m p o s i ç ã o :  T a m p a o  T r i s  HC1 10 p .m o le s ,  M g C l 9 3 p m o l e s ,
. .. . c*
c i s t e í n a  IiCl 2 p m o l e s ,  D - L ~ i s o c i t r a t o  de s ó d io  7 , 5  p m o l e s ,  ex­
t r a t o  l i v r e  de c é l u l a s  0 , 0 4  m l ,  (120 pg de p r o t e í n a )  água  p a r a  p e r ­
f a z e r  o v o lu m e  de 1,9  m l .  Um p a d r a o  de g l i o x a l a to  fo i  t r a t a d o  da 
m e s m a  m a n e i r a .  Os e s p e c t r o s  da 2 -4  f e n i l h i d r a z o n a  f o r m a d a ,  no 
e n s a io  e no p a d r a o ,  f o r a m  d e t e r m i n a d o s  e m  e s p e c t r o f o t o m e t r o  
B e c k m a n ,  m o d e lo  DB c o m  r e g i s t r a d o r  a c o p l a d o .
14-
w  ,  +*7 .2  -  I d e n t i f i c a ç ã o  do m a l a t o . P a r a  i d e n t i f i c a ç ã o  do m a l a t o
p e la  a ç ã o  da m a l a t o  s i n t e t a s e ,  foi  u s a d a  a  t é c n i c a  d e s c r i t a  p o r
W a r n e r  et  a l l i  (45) .  O s i s t e m a  de i n c u b a ç ã o  c o n t i n h a :  50 u m o l e s  de
T r i s  HC1 p l i  7 , 9 ,  10 m o l e s  de M g C l 9 , 0 , 2  p imoles  de g l io x a la to  de
só d io ,  0 ,2  pCi de g l io x a la to  de s ó d io  -  1 - C ^ ,  0,  5 pimoles  de
a c e t i l  CoA, 0,1 m l  de e x t r a t o  l i v r e  de c é l u l a s  ( 1 m g  de p r o t e ín a )
água  p a r a  p e r f a z e r  0 ,5 6  m l .  P a r a l e l a m e n t e  f o r a m  e f e tu a d o s  do is  
!  
c o n t r o l e s ,  u m  c o m  e n z i m a  f e r v i d a  e o u t r o  c o m  e n z i m a  d i a l i s a d a
•  í  .
c u r a n t e  s e i s  h o r a s  e m  t a m p ã o  T r i s  HC1 0 , 0 l M p I i  7 , 9 .  a l iq u o -
t a s  r e t i r a d a s  a p ó s  a in c u b a ç ã o  f o r a m  a c r e s c e n t a d o s  50 p m o le s  de 
á c id o  m á l i c o  c o m o  c a r r e a d o r .  O á c i d o  o r g â n i c o  f o r m a d o  p e la  a ç a o  
da e n z i m a  foi  l o c a l i z a d o  p o r  c o m p a r a ç a o ,  c o m  u m  p a d r ã o  de á c i d o  
m á l i c o ,  c c r r i d o  no m e s m o  c r o m a t o g r a m a  e r e v e l a d o  c o m  a n i l i n a ,  
x i lo se  e m  m e t a n o l  (46).  A s  a m o s t r a s  r a d i o a t i v a s  f o r a m  d e t e c t a d a s  
e m  c o n ta d o r  de c i n t i l a ç a o  l iq u id a  B e c k a m n  m o d e lo  L S - 1 3 3 .
8 -  D e t e r m i n a ç ã o  de p r o t e í n a s :  As  p r o t e í n a s  f o r a m  d e t e r ­
m i n a d a s  p e lo  m é t o d o  de L o w r y  e t  a l l i  (47) .
9 -  R e a g e n t e s : D - L  i s o c i t r a t o  s a l  t r i s s ó d i c o ,  á c id o  g l iox í -
l i c o  s a l  s ó d ic o ,  S - a c e t i l  c o e n z i m a  A s a l  s ó d i c o ,  a lb u m in a  bov ina  c r i s  
ta l ina  e a c id o  m a l i c o ,  e r a m  p r o d u t o s  f o r n e c i d o s  pe la  S igm a  
C h e m i c a l  C o m p a n y ,  á c i d o  2- n i t r o b e n z o i c o  f o r n e c i d o  p e la  C a l b i o c h e m ,  
g l io x a la to  de s ó d io  p r o d u to  da A m e r s h a m  S e a r l e ,  T r i s
( h id r o x im e t i l )  a m i n o - m e t a n o ,  2 -4  d i n i t r o f e n i l - h i d r a z i n a ,  e os s a i s  
m i n e r a i s  u s a d o s  para  o m e i o  de c u l t iv o ,  e r a m  p r o d u t o s  M e r c k .  
E x t r a t o  de m a l t e  e h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a  f o r n e c i d o s  p e la  Difca .
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R E S U L T A D O S
C u r v a s  de c r e s c i m e n t o :  O fungo  P icnroporus  c i n n a b a r i n u s
foi  c r e s c i d o  e m  m e i o  c o n te n d o  g l i c o s e ,  e t a n o l  ou a c e t a t o  c o m o  
fonte  de c a r b o n o .  Os g r á f i c o s  das  f i g u r a s  I, II e III r e l a c i o n a m  
o p e s o  s e c o  dos m i c é l i o s  c o m  o t e m p o  de c r e s c i m e n t o .  Os r e ­
s u l t a d o s  m o s t r a m  que  o c r e s c i m e n t o  v a r i o u  em  o r d e m  d e c r e s ­
c e n te  quando  a fon te  de c a r b o n o  e r a  g l i c o s e ,  a c e t a t o  ou e t a n o l .
/
A f a s e  e x p o n e n c ia l  do c r e s c i m e n t o  s e  s i tu a  e n t r e  24 e 128 h o r a s  
p a r a  a s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  g l i c o s e  e 48 a 150 h o r a s  p a r a  a s  
c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  a c e t a t o  e e t a n o l .  O p e r í o d o  de l a g  
o b s e r v a d o ,  quando  a s  c é l u l a s  e r a m  c r e s c i d a s  e m  e ta n o l  e e m  
a c e t a t o  pode  s e r  e x p l i c a d o  c o m o  s e n d o  o t e m p o  n e c e s s á r i o  p a r a  
a i n dução  d a s  e n z i m a s  do c i c lo  do g l i o x a l a to .  '
U t i l i z a ç a o  da g l i c o s e  e do a c e t a t o :  As e x p e r i ê n c i a s  r e a l i -
A /lz a d a s  p a r a  m e d i r  o c o n s u m o  de ox igén io  e m  r e s p i r o m e t r o  de 
W a r b u r g ,  e s t a o  e v id ê n c i a d a s  n a s  f i g u r a s  IV, V, VI e na ta b e la  I. 
P o d e - s e  o b s e r v a r  que  a s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  g l icose ,  u t i l i z a r a m  
m e l h o r  a g l i c o s e  que o a c e t a t o .  P a r a  a s . c r e s c i d a s  e m  a c e t a t o ,  
a o x ida ça o  d e s t e  fo i  m a i o r  que  a da g l i c o s e .  Quando  a s  c é l u l a s  
f o r a m  c r e s c i d a s  e m  e t a n o l ,  o c o n s u m o  de ox igên io  foi m a i o r  p a r a  
a g l i c o s e  do que p a r a  o a c e t a t o .
A-tividades e n z i m á t i c a s : As  a t i v i d a d e s  da i s o c i t r a t o  l i a s e  e 
m a l a t o  s i n t e t a s e  v a r i a r a m  de a c o r d o . c o m  a fon te  de c a r b o n o  u t i ­
l i z a d a  p a r a  o c r e s c i m e n t o  c o m o  m o s t r a  a t a b e la  II. A p r e s e n ç a  de 
h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a  no m e i o  de c u l t iv o ,  o c a s io n o u  a r e p r e s s ã o
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da a t iv id a d e  da m a l a t o  s i n t e t a s e .  P a r a  a m e d i d a  da a t iv id a d e  
daque la  e n z i m a ,  fo i n e c e s s á r i o  s u p r i m i r  o h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a  
do m e i o  de cu l t ivo . .
. Os dados  da t a b e l a  II d e m o n s t r a m  a inda  o a u m e n t o  da a t i ­
v idad e  tan to  da i s o c i t r a t o  l i a s e  c o m o  da m a l a t o  s i n t e t a s e  quando  
o fungo e r a  c r e s c i d o  e m  a c e t a t o .  Houve t a m b e m  u m  l i g e i r o  au~ 
m e n t o  da a t iv id a d e  e n z i m á t i c a  quando  o m i c r o r g a n i s m o  e r a  c r e s ­
c ido  e m  e t a n o l .  O c r e s c i m e n t o  e m  g l i c o s e  r e s u l t o u  na r e p r e s s ã o  
da a t iv id a d e  da s  duas  e n z i m a s .
In f luenc ia  da c o n c e n t r a ç ã o  de e n z i m a  s o b r e  a v e lo c id a d e  da 
r e a ç a o .  A in f lu en c ia  da c o n c e n t r a ç ã o  de e n z i m a  s o b r e  a v e lo c id a ­
de da r e a ç a o  e s t á  e v id e n c ia d a  n a s  f i g u r a s  VII e VIII .  Os d a d o s  m o s  
. t r a m  que  e x i s t e  p r o p o r c i o n a l i d a d e  e n t r e  a v e lo c id a d e  da r e a ç a o  e 
a c o n c e n t r a ç ã o  de e n z i m a ,  p a r a  a  i s o c i t r a t o  l i a s e  a té  a c o n c e n -  
t r a ç a o  de 120 p g  de p r o t e í n a s  e p a r a  a  m a l a t o  s i n t e t a s e  a té  a 
c o n c e n t r a ç ã o  de 0 , 2  pg  n a s  c o n d iç o e s  dos  e n s a i o s .
<W . «-> ’ .Id e n t i f i c a ç ã o  dos p r o d u t o s  d a s  r e a ç õ e s . O g l io x a la to  f o r m a d o  
pe la  a ç a o  da i s o c i t r a t o  l i a s e  foi  i d en t i f i c a d o  p o r  c o m p a r a ç a o  com  o 
e x p e c t r o  da s  2 -4  f e n i l - h i d r a z o n a s  p r e p a r a d a s  a p a r t i r  de u m  pa -  
d r a o  de g l i o x a l a t o  de s o d io .  Os d a d o s  da f i g u r a  IX m o s t r a m  a 
id en t id a d e  dos e s p e c t r o s ,  s u g e r i n d o  s e r  o á c id o  g l io x i l i c o  o p r o ­
duto  da r e a ç a o .
A f o r m a ç a o  do m a l a t o  p e la  a ç ã o  da m a l a t o  s i n t e t a s e  foi  
c o m p r o v a d a  u t i l i z a n d o  g l io x a la to  “ 1~.C 4 c o m o  s u b s t r a t o .  O p r o ­
duto r a d io a t i v o  a p r e s e n t o u  a m e s m a  m o b i l id a d e  c r o m a t o g r á f i  ca do 
p a d r ã o  de á c id o  m á l i c o .  Os r e s u l t a d o s  da i n c o r p o r a ç ã o  do g l ioxa -  
l a to  em  m a l a t o  e n c o n t r a m - s e .  na t a b e l a  III.
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E fe i to  do Mg s o b r e  a a t iv id a d e  da i s o c i t r a t o  l i a s e . O 
g r á f i c o  da f i g u r a  XI d e m o n s t r a  a a t i v a ç ã o , d a  i s o c i t r a t o  l i a s e  pe lo
m a g n é s i o .  I iouve a u m e n t o  da a t iv id a d e  e n z i m á t i c a  a té  a c o n c e n -
«. - 4t r a ç a o  de 6 x 10 M.
E f e i to  dos  g r u p a m e n t o s  SH s o b r e  a a t iv id a d e  da i s o c i t r a t o  
l i a s e .  A a t i v id a d e  da i s o c i t r a t o  l i a s e  d e m o n s t r o u  s e r  t o t a lm e n te  
d e p e n d e n te  da p r e s e n ç a  de g r u p a m e n t o s  SH. Na a u s ê n c i a  de c i s -  
te ína  HC1 a a t iv id a d e  fo i  r e d u z i d a  e m  83%. P o r  o u t r o  l a d o  o p.  
c l o r o m e r c ú r i o  b e n z o a to  de s ó d io  na c o n c e n t r a ç ã o  f ina l  de 10 °M 
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. F IG U R A  II
CRESCIMENTO ACETATO
TEf/.PO .EM HORAS
S i s t e m a  : 1 ml  de i n o c u l o  e m  100 ml do m e i o  l iqu i do  +
a c e t a t o .  inctiha<!os a 2 8 ° C ,  1 0.0 ag i ta  v o e s / m i n u t o .
FIGURA III
TEftfiPO EM HO RAS
S is te r n a :  1 m l  de m o e u lo  cm  100 ml do m e i o  l iq u id o  +
etanol , ineubados a 28 (' , 100 agitaçoes/minuto.
«C»6tt39«tKSVKM*
l. »ifttlm o f 'a p « l CANSOM  & 4  3  -  Porr.-.M«
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F1GURA IV
O xidaçao  da g l i c o s e  e a c e t a t o  p o r  c é l u l a s  de P . .  c i n n a b a r i n u s  c r e s c i d a s  
em  g l i c o s e .
o*
t»
T E M P O  oiti míiw1o&
S i s t e m a  de in cu b aç ao :  2 , 5  m l  da s u s p e n s ã o  de c é l u l a s  l g  {peso 
úm ido)  em  25 m l  de t a m p a o  fos fa to  0 .1 M  pH 5 .6 ;  10 p m o l e s . d e  
s u b s t r a t o ,  0 , 1 5  ml  KCII lõg^o.
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FIG U RA  V
Oxidaçao  da g l i c o s e  e a c e t a t o  p o r  c é l u l a s  de P .  c i n n a b a r i n u s , c r e s c i d a s  
em  a c e t a to .
FIGURA VI
O x idaçao  da g l i c o s e  e a c e t a t o  p o r  c é l u l a s  de P .  c i n n a b a r i n u s , 
c r e s c i d a s  ern e ta n o l .
o . -s> GL IC 0 $ - £
3 RAM C 0
o-«-o— • — o — o — © A C E T A T O
o°o
TEMPO cm minutos
S is t e m a  de in cu b aç ao :  2 , 5  m l  da s u s p e n s ã o  de c é l u l a s  l g  (peso  
em  25 ml de t a m p a o  fo s f a to  0 ,1  M pll 5 ,6 ;  10 p m o le s  de s u b s t r a t o ,  
0 . 1 5  ml  KOH I5g%.
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FIGÜRA Vil
Influencia  da c o n c e n t r a ç ã o  de i s o c i t r a t o  l i a s e .  s o b r e  a v e lo c id ad e  







/ ^ s  P R O T E Í N A
S is t e m a  de i n c u b a ç a o :  10 p m o l e s  t a m p a o  T r i s  HC1 pg 7 ,8  ,3 y m o l e s  , 
de Mg ( ’1 ; 2 p m o le s  de c i s t e í n a  HC1; 7, á ^ m o l e s  D - 1. i s o c i t r a t o .  
e n z i m a .  Volume f ina l 1 ,9  m i .
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FIGURA VIII




i\q P R O T E Í N A
stem a  de in c u b a ç a o :  t a m p a o  Y r i s  MCI pli T .m  50 m o l e s ,  M g  Cl 
a ce t i l  C o A ' 0 , 2  p m o l e s .  g l io x a la to  de .  sod io  O.õ i m o l e s ,  e n z i m a .  Yol 
0 .5 6  m l .
r e a ç a o .
5 p m ol e s 
u m e  final
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FIGURÀ IX*
C a r a e t e r i  z a ç a o  do p r o d u to  da r e a ç a o  da i s o c i t r a t o  l i a s e .
S i s t e m a  de j ncubaçao :  T a m p a o  T r i s  i i (T  pH 7 , 8  10 p i r io io s , MgCl^
2 pmoles, e i s t e ín a  HC! 2 p in o le s .  D - i . i s o c i t r a t o  7 . 5  > m o l e s , e n z i m a  
0 ,04  ml (120 p g ) .  Vo lum e  f inal 1 . !> m l .
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F  IG UR A X
E fe i to  do Mg s o b r e  a a t iv idade ,  da i s o c i t r s t o  . l i a-se .
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DISCUSSÃO
A #As e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  c o m  c é l u l a s  i n t a c t a s  e e x t r a t o s  
l i v r e s  de c é l u l a s  de P i c n ó p o r u s  c i n n a b a r i n u s  d e m o n s t r a r a m  s e r  o 
c i c lo  do ác ido  g l io x í l i c o  o p e r a n t e  n e s t e  m i c r o r g a n i s m o ,  c o n f o r m e  
f icou d e m o n s t r a d o  p e lo s  r e s u l t a d o s  das  f i g u r a s  IV, V e VI e p e l a s  
t a b e l a s  I e II. Os e x t r a t o s  l i v r e s  de c é l u l a s  a p r e s e n t a r a m  a t iv i ­
dade  p a r a  a s  duas  e n z i m a s  chav e  do c i c lo  do g l io x a la to ,  i s o c i t r a -  
' to l i a s e  e m a l a t o  s i n t e t a s e  (T a b e la  II). F i c o u  ig u a l m e n te  d e m o n s ­
t r a d o  que a a t iv id a d e  de i s o c i t r a t o  l i a s e  a u m e n t a v a  c e r c a  de 160 
v e z e s  quando, o a c e t a t o  e r a  u s a d o  c o m o  fon te  de c a r b o n o  p a r a  o 
c r e s c i m e n t o ,  e m  r e l a ç a o  a m e s m a  c o n c e n t r a ç ã o  de g l i c o s e .  Quan 
do a s  c é l u l a s  e r a m  c r e s c i d a s  e m  e t a n o l ,  o a u m e n t o  da a t iv id a d e  
da i s o c i t r a t o  l i a s e  e m  r e l a ç a o ,  à s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  e m  g l i c o s e  
foi de c e r c a  de 10 v e z e s .  E s t e s  dados  e s t a o  de a c o r d o  com  o que 
foi o b s e r v a d o  p r i m e i r a m e n t e  p o r  S m i th  e G u n s a lu s  (29) e p o s t e ­
r i o r m e n t e  c o n f i r m a d o  em  u m a  s é r i e  de m i c r o r g a n i s m o s  ( 1 2 - 1 4 - 2 0 -
£2 1 - 2 2 - 2 3 - 2 4 - 2  5). O a u m e n t o  da a t iv id a d e  e s p e c i f i c a  da m a l a t o  s i n ­
t e t a s e ,  quando o fungo e r a  c r e s c i d o  e m  a c e t a t o ,  fo i  de 3 , 5  v e z e s  
"'em r e l a ç a o  a da s  c é l u l a s  c r e s c i d a s  em  g l i c o s e .  Quando c r e s c i ­
da s  em  e tano l  o a u m e n t o  foi  de d uas  v e z e s  em  r e l a ç a o  a g l i c o s e  . 
E s t e s  dados  e s t a o  de a c o r d o ,  corn o que  foi  o b s e r v a d o  p o r  A r m i t t  
e t  a li  em  A s p e r g i l l u s ' n id u la n s  (40).  F l a v e l  e W ood w ard  (35) e n ­
c o n t r a r a m  que e m  N e u r o s p o r a ,  a i s o c i t r a t o  l i a s e  e a m a l a t o  s in ­
t e t a s e  se  e n c o n t r a v a m  r e p r i m i d a s  quando ,  s e  a c r e s c e n t a v a  g iu ta -  
m a t o  ao  meioc.de  c u l t iv o .  C o n c l u í r a m  que e s t a  r p r e s s ã o  e r a  de ­
vido a c a p a c id a d e  do g l u t a m a to  s e r  c a t a b o l i z a d o  da m e s m a  m a n e i -
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r a  que  o u t r o s  i n t e r m e d i á r i o s  do c i c lo  de K r e b s .
O m e i o  de c u l t iv o  u t i l i z a d o  p a r a  o c r e s c i m e n t o  do P ic n o -  
p o r u s  c i n n a b a r i n u s  a p r e s e n t a  e m  su a  c o m p o s i ç ã o  h i d r o l i s a d o  de 
c a s e í n a .  S a b e - s e  q u e  o m e s m o  é r i c o  em  g l u t a m a to  e em  s u c c i -  
n a to .  S a b e n d o - s e  que t a n to  o g l u t a m a to  c o m o  o s u c c i n a t o  e o u t r o s  
i n t e r m e d i á r i o s  do c i c lo  de K r e b s  r e p r i m i a m  a a t iv id a d e  d a s  e n ­
z i m a s  do c i c lo  do á c id o  g l io x í l i c o  ( 2 7 - 1 4 - 2 8 ) ,  fo i  t e s t a d o  o e fe i ­
to d o . h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a  p r e s e n t e  no m e i o  de c u l t iv o  s o b r e  
á a t iv id a d e  d e s t a s  e n z i m a s .  No que c o n c e r n e  a i s o c i t r a t o  l i a s e  
nao  fo i  o b s e r v a d a  r e p r e s s ã o .  I s to  v e m  c o n f i r m a r  o que já  hav ia  
s id o  o b s e r v a d o  p o r  A r m i t t  e t  a l i  (40) e m  A s p e r g i l l u s  n id u la n s  , 
onde o a c r é s c i m o  de g l u t a m a to  ao m e i o  de cu i t iv o  que  con t inha  
a c e t a t o  nao  r e p r i m i u  a a t iv id a d e  da i s o c i t r a t o  l i a s e .  A p r e s e n ç a  
de h i d r o l i s a d o  de c a s e ín a  no m e i o  de c u l t iv o  t eve  e n t r e t a n t o  p a ­
p e l  i m p o r t a n t e  na a t iv id a d e  da m a l a t o  s i n t e t a s e .  AS p r i m e i r a s  
t e n t a t i v a s  p a r a  a m e d id a  d e s t a  e n z i m a  f o r a m  i n f r u t í f e r a s ,  m e s m o  
u t i l i z a n d o - s e  m é to d o s  e x t r e m a m e n t e  s e n s í v e i s  com  g l io x a ia to  
1 C„ . .  A r e t i r a d a  do h i d r o l i s a d o  de c a s e i n a  do m e i o  de cu l t ivo14
r e s u l t o u  e n t r e t a n t o  na d e s r e p r e s s a o  da m a l a t o  s i n t e t a s e  que  pode 
s e r  e n ta o  d e t e r m i n a d a .  E s t e s  r e s u l t a d o s  s u g e r e m  que a r e p r e s ­
s ã o  da e n z i m a  tenha  s id o  c a u s a d a  p o r  g l u t a m a t o ,  s u c c i n a t o  ou 
o u t r o  a m i n o  á c id o  ou i n t e r m e d i á r i o  do c i c lo  de K r e b s ,  p r e s e n t e  
no h i d r o l i s a d o  de c a s e í n a  e que e s t a r i a  s e n d o  u s a d o  c o m o  i n t e r ­
m e d i á r i o  da s í n t e s e  de m a t e r i a l  c e l u l a r  o que  t o r n a r i a  d e s n e c e s s á ­
r i o  o f u n c io n a m e n to  da v ia  a n a p l e r ó t i c a .  C o m o  e n t r e t a n t o  a i s o ­
c i t r a t o  l i a s e  c o n t in u a v a  a t iv a  m e s m o  e m  p r e s e n ç a  do h i d r o l i s a d o  
de c a s e í n a  é de s e  e s p e  r a r  que o g l io x a ia to  f o r m a d o  p e la  a ç ã o
d e s t a  e n z i m a ,  tenha  s id o  u t i l i z a d o  de o u t r o  m o d o ,  que  nao  via 
m a l a t o  s i n t e t a s e .  S a b e - s e  que  e m  um  fungo i m p e r f e i t o  B la s to -  
c l a d ie l l a  e m e r s o n , Mc C u r d y  e C a n t in o  (4 8 ) ' ' e n c o n t r a r a m  u m a  
g l i c in a -c . l a m in a  t r a n s a m i n a s e  que  a tu a v a  p a r a l e l a m e n t e  com  a 
. i s o c i t r a to  l i a s e ,  u t i l i z a n d o  a s s i m  o g l io x a la to  f o r m a d o  pe la  a ç a o  
d e s t a  ú l t i m a  e n z i m a .  E s t a  p o s s i b i l i d a d e  d e v e r á  s e r  i n v e s t ig a d a  
no P i c n o p o r u s  c i n n a b a r i n u s  . D e sde  que foi  p o s s i v e l  d e t e c t a r  a t i ­
v idad e  de i s o c i t r a t o  l i a s e  e m  c o n d iç õ e s  e m  que a m a l a t o  s i n t e -  
/t a s e  se  a c h a v a  q u a s e  c o m p l e t a m e n t e  r e p r i m i d a ,  p o d e - s e  s u p o r  
que n e s t e  fungo a. e x e m p l o  do que a c o n t e c e  c o m  o A s p e r g i l l u s  
n id u la n s  (40) 'nao e x i s t a  a c h a m a d a  in d u ç ão  s e q u e n c i a l  da m a l a ­
to s i n t e t a s e  c o m o  p a r e c e  o c o r r e r  e m  E .  co l i  ( ).  E n t r e t a n t o
í * +e s t e  fa tò  so  p o d e r a  s e r  t o t a l m e n t e  e s c l a r e c i d o  u t i l i z a n d o - s e  m u -
t a n t e s ,  p a r a  .m a la to  s i n t e t a s e  e i s o c i t r a t o  l i a s e  a e x e m p l o  do que
foi  r e a l i z a d o  c o m  o A s p e r g i l l u s  n i d u la n s  (3 9 - 4 0 ) .
A d e p e n d e n c ia  de m a g n é s i o  p a r a  a a t iv id a d e  da i s o c i t r a t o  
l i a s e  c o n f i r m a  o que fo i  e n c o n t r a d o  t an to  e m  b a c t é r i a s  c o m o  em  
l e v e d u r a s  (6 -7 -4 9 )  da m e s m a  f o r m a  que a n e c e s s i d a d e  de c i s t e í -  
na ou g lu ta t io n ,  d e m o n s t r a n d o  s e r  e s t a  e n z i m a  SH d e p e n d e n te  .
ADo p r e s e n t e  t r a b a l h o  i n f e r e - s e  a i m p o r t â n c i a  do c i c lo  do 
á c id o  g l io x í l i c o  n e s t e  b a s i d i o m i c e t o .  A g r a n d e  v a r i a ç a o  na d i s ­
p o n ib i l id a d e  de n u t r i e n t e s ,  a s s o c i a d a  a n e c e s s i d a d e  de a d a p t a ç a o  
do m i c r o r g a n i s m o  a s  c o n d i ç o e s  e c o l ó g i c a s  d e v e r ã o  i n f l u e n c i a r  
p r o f u n d a m e n te  na f i s i o lo g i a  e m o r f o g e n e s i s  d e s t e  fungo .
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R E S U M O
A s  e n z i m a s  i s o c i t r a t o  l i a s e  (E. C. 4. 1 . 3 . 1 . )  e m a l a to  
s i n t e t a s e  (E. C. 4. 1 . 3 . 2 . )  e n z i m a s  ch av e  do c ic lo  do a c ido  g l iox i  
l i co  s ã o  a t i v a s  no e x t r a t o  l i v r e  de c é l u l a s  de P i c n o p o r u s  c i n n a b a ­
r i n u s  .
E s t u d o u - s e  a  v a r i a ç ã o  de c o n c e n t r a ç ã o  d a s  e n z i m a s ,  
quando o fungo e r a  c r e s c i d o  e m  g l i c o s e ,  a c e t a t o  e e t a n o l  c o m o  - 
fonte de c a r b o n o .  O b s e r v o u - s e  que  a  a t iv id a d e  da  i s o c i t r a t a s e  au 
m e n to u  160 v e z e s  quando o fungo e r a  c r e s c i d o  e m  a c e t a to ,  não  se  
o b s e r v a n d o  a l t e r a ç a o  s i g n i f i c a t i v a  na  a t iv id a d e  da  m a l a t o  s i n t e ­
t a s e .
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